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ABSTRAK
Tujuan dari penelitian ini adalah
memproduksi enzim inulinfruktotransferase
dengan memanfaatkan potensi bakteri golongan
Aktinomise~s yang diisolasi dari tanah a1am
Indonesia untuk memproduksi Difruktoanhydrlde
(DFA ill), yang mana senyawa ini memiliki
aktifitas fisiologis untuk meningkatkan absorpsi
kalsium pada usus tikus, sapi danmanusia sebingga
dapat diaplikasikan sebagai bahan pencegah
osteoporosis.Proses produksi enzim inulinfrukto-
transferase dari Nonomuraea sp secara fermentasi
skala labu kocok dengan mempelajari pengaruh
konsentrasi sumber karbohidrat inulin dan
konsentrasi sumber nitrogen telah dilakukan.
Enzim tersebut memiliki suhu optimum 650°C,
lebih tinggi dati suhu optimum enzim lain yang
pernah diketemukan sebelumnya dan aktivitasnya
tetap stabil setelah dipanaskan pada suhu 70(tC
selama 20 menit. Oleh karena itu enzim tersebut
berpotensi untuk diaplikasikan pada skala industri.
Hasil pengamatan optimasi komposisi media untuk
proses produksi enzim inulinfruktotransferase dati
Nonomu.raea sp menunjukkan bahwa kondisi yang
diperoleh pada suhu 300°C, waktu inkubasi 48 jam,
dengan sumber karbon inulin sebesar 20 g/L,
sumber nitrogen 5 gIL, medium tanpa yeast estrak
mempunyai aktifitas enzim inulinfruktotransferase
sebesar 7,3 UnitlmL .Namun jika da1am medium
ditambahkan yeast ekstrak sebesar 0.2 g!L maka
diperoleh aktivitas enzim inulinfruktotransferase
sebesar 14,6 UnitlmL.
Kata lama: Enziminulinfruktotransferase.Nonomuraea SP.
inulin, yeastekstrak, DFAll
ABSTRACT
The aims of this research is to produce
inulinfructotransferase enzyme with potentially
benefit of bacteria Actinomycetes which was
isolated from Indonesia soils to produce Di-
fructoanhydride-Ill (DFA III), a compound has
physiology activities to enhance calsium
absorption of rats. cows and human colons so that
the materials can be applied as antiosteoporosis.
The processing of inulinfructotransferase enzyme
from Nonomuraea sp by usingshakeflask level and
study the influence of carbohydrate source were
conducted. This enzyme has optimum temperature
at 65rtC,higher than optimum temperature which
has found before and the activities was stable at
70dc for 20 minutes. So that the enzyme has
potentially applicable for industry scale. The
results indicated that optimation condition for
processing inulinfructotransferase enzyme of
Nonomuraea sp : temperature sore. incubation
time 48 hours.carbon source of inulin 20 gIL,
nitrogen source 5gIL, noyeast extract added, the
enzyme activities was 7,3 Unit/ml; However,when
medium contains yeast extract 0,2 gIL,the
inulinfructotransferase enzyme activity was 14,6
UnitlmL.
Keywords: Inulinfructotransferase enzyme, Nonomuraeasp.
inulin. yeast extract, DFAII
PENDAHULUAN
Penyakit osteoporosis pada umumnya
terjadi pada wanita pascamenopause dan usia lanjut
(osteoporosis primer), namun dapat pula terjadi
pada wanita dan pria usia produktif. Hal ini dapat
disebabkan oleh karena pola makan dengan diet
kalsium rendah, gaya hidup kurang aktifitas fisik
~-----
(olah raga), faktor genetis dan dapat pula
disebabkan akibat pengobatan glukokortikoid
jangka panjang (osteoporosis sekunder).
Osteoporosis jenis terak:bir i:ni semakin banyak
ditemukan dengan semakin meningkatnya
penggunaan glukokortikoid jangka lama untuk
pengobatan berbagai penyakit kronis, keganasan
dan paskatransplatasi. Obat-obatan glukokortikoid
menyebabkan terjadinya gangguan absorpsi
kalsium seperti halnya gejala yang terjadi pada
wanita pasca menopause dan usia lanjut (1) • Hasil
penelitian yang dilakukan oleh Puslithang om
Depkes 2006 menyatakan, dua dati lima orang
Indonesia terserang osteoporosis. Angka i:nilebih
tinggi dati preva1ensi dania, yaitu satu dati tiga
orang di dunia berisiko terkena osteoporosis. Hal
ini juga didukung oleh Indonesian White Paper
yang dikeluarkan Perhimpunan Osteoporosis
Indonesia (perosi) pada tahun 2007, dim ana
osteoporosispadawanita di atas SO tahunmencapai
32,3% sementara pada pria di atas SO tahun
mencapai28,8% (2).
DFA ill merupakan senyawa oligosakarida
yang dapat kategorikan sebagai bahan pangan.
MalaIui serangkaian penelitian, senyawa tersebut
telah dibuktikan dapat meningkatkan absorpsi .
kalsium pada usus tikus dan manusia (3,4,$).Dengan
demikian. DFA m dapat diaplikasikan untuk.
pengembangan makanan fungsional maupun
sebagai food suplement pencegah osteoporosis.
Enzim inulinfruktotransferase (EC4.2.2.18), yaitu
suatu enzim golongan heksosiltransferase yang
bekerja mengkatalisis penguraian inulin menjadi
DFAill dan telah diketahui dapat dihasilkan oleh
bakteri genus Arthrobacter dan Bacillus sp,' 5 )
Enzim tersebut merupakan enzim induktif, oleh
karena itu pada proses fermentasi diperlukan
induser.
Proses produksi enzim pada umumnya
dilakukan melaIui beberapa tahap, hal ini terutama
disebabkan oleh karena faktor-faktor yang
diperlukan untuk pertumbuhan optimum
mikroorganisme dapat berbeda dengan produksi
enzim. Parameter tersebut meliputi kandungan
nutrisi, pH,. suhu, aerasi, waktu fermentasi,
pengoeokan dan kontrol terhadap adanya
kontaminasi selama proses fermentasi. Dengan
earn memanipulasi komposisi media dan kondisi
pertumbuhan produksi enzim dapat ditingkatkan.
DFAill (di-D-fruktofuranosa 1,2':2,3'dianhidrida)
secara struktur adalah suatu senyawa disakarida
siklik yang terdiri dati dua buah residu fruktosa
yang terikat mela1uikedua atom karbon pereduksi
membentuk struktur lingkar dioksan intramoleknl
(Gambar 1). Adanya stru.ktur dioksan membuat
senyawa DFA ill sangat stabil dan tidak dapat
dimetabolisme oleh sistim pencernaan dalam usus
kecil, Namun DFA ill dapat diassimilasi o1eh
mikrotlora yang terdapat dalam usus besar serta
mempengaruhi komposisi mikrotlora tersebut. .
Sebagai suatu disakarida, DFA ill tidak 1agi
mempunyai gugos pereduksi, larut baik dalam air.
memiliki kemanisan hampir setengah kali sukrosa
dan tidak bersifat kariogenik (tidak menyebabkan
karies gigi). Sebagai gula nonpereduksi, DFA ill
terbukti tidak mengkibatkan kenaikan kadar
darah sehingga disebut sebagai pemanis rendah
kalori'" . DFA III juga dilaporkan dap
meningkatkan absorpsi besi pada tikus yang
diinduksi anemia (8) • Aktifitas fisiologi DFA re:
yang memiliki arti sangat penting bagi kesehatan
tubuh yaitu meningkatkan absorpsi kalsium pada
usus tikus, sapi dan manusia sehingga daI*
diaplikasikan sebagai bahan pangan pencega;
osteoporosis (3.4.5·6).memhentukstruktur lil'tlgtE:
dioksan intramolekul (Gambar 1),Adanya strukil:!
dioksan membuat senyawa DFAm sangat
dan tidak dapat dimetabolisme oleh si
pencernaan dalamusus kecil. NamunDFAill
diassimilasi oleh mikrotlora yang terdapat
usus besar serta mempengaruhi kompcsisi
mikrotlora tersebut. (6),Sebagai suatu disakari
DFA ill tidak lagi mempunyai gugos pereenzs;
larut baik dalam-air"memiliki kemanisan han:qI!'
setengah kali sukrosa dan tidak bersifat kario
(tidak menyebabkan karies gigi). Sebagai
nonpereduksi,DFAm terbukti tidakmengkibatli:JI::.
kenaikan .kadar gula darah sehingga
sebagai pemanis rendah kalori'? . DFA ill .
dilaporkan dapat meningkatkan absorpsi besi
tikus yang diinduksi anemia (8) • Aktifitas fisiol
DFA m yang memiliki arti sangat penting
kesehatan tubuh yaitu meningkatkan abs(mxs::
kalsiumpada usus tikus, sapi danmanusia se~h'uua~
dapat diaplikasikan sebagai bahan pan
pencegah osteoporosis (3.4.5,6)
Gambar 1. Struktur kimia DFAIII dalam usus besar.
DFAm dapat dibuat melalui cara kimia
maupun secara enzim.atik dari inulin. Pada metoda
kimia digunakan asam. sulfat eneer ('1) atau kondisi
pirolisis(lO)denganrendemenmencapai 40% dalam
bramel basil reaksi. Sebaliknya pada produksi
FAm secara enzimatik, reaksinya sangat spesifik
sehingga rendemen yang diperoleb lebih tinggi
. 800/ (11)rnencapal /0.
BAHAN DAN METODA
Bahan-bahan yang digunakan dalam
pc:3:Ii11ian antara lain medium pertumbuhan
clmlla. bahan uji aktifitas inulinfruktotransferse,
silika gel 0-60, pelarut organik dan
~i:lm.UraetJsp.
Penunjang . Lab : Inkubator, kolom
m:::c>grafi, HPLC, bejana pengembang KLT,
':IIb~mit:rosentrifuge dan alat-alat gelas seperti
'-"~~AiUmeyer, gelas kimia, tabungreaksi, eawan
".iSa:mber Karbon
~~ aktinomiset 5% (v/v) diinokulasikan
medium induksi inulin eair 11Myang
-_,.~ : yeast ekstrak 0,2 %, substrat inulin 10
_ ..-. .•••(NH,JzSO. 10 gIL, waktu inkubasi
lliiiliiCi:l&:l .sc:Un:la2 hari. Variasi sumber karbon
adalah inulin, patio sukrosa,
••• ~ x;klsa laktosa, dlt. Inkubasi dilakukan
C selama 2 bari pada inkubator
_~p:x~ dengan kecepatan 150 rpm. Cairan
dilakukan reaksi enzim.atik
_~::Eto mbstrat inulin dalam bufer sitrat -
NaOH pH 5,63, suhu 60°C selama 30 menit. Produk
DFA m dideteksi secara KLT menggunakan
adsorben silika gel dengan larutan pengembang
campuran n.butanol-isopropanol-air dan reagen
pembentuk warna anisa ldehida-Hj S'O,
dibandingkan dengan standar. (U)
"ariasiSumober~i~en
Medium variasi sumber nitrogen yang
terdiri dari : urea, NH.CI, NH.NO, dan (NH.)zSO. ,
dilakukan dalam skala labu kocok 250 ml dengan
kadar garam ammonium sebesar 5gIL dan 10 gIL
,volume media 50 mL serta proses fermentasi
dilakukan pada suhu 300 C, pengadukan pada 150
rpm, dengan waktu inkubasi selama 48 jam
Substratinulin yang digunakan adalah 10 g1L.
Vsriasi Substrat lDuIiD
Variasi substrat inulin 10 dan 20 g/L , variasi
kadar (NH..)zSO. 5 dan 10 g/L. dilakukan untuk
meneari kadar inulin yang optimal dalam
menghasilkan aktivitas enzim inulnfrukto-
transferase dalam proses ferm.entasi.
Preparasi InuUnfruktotraosferase
Kultur aktinomiset diinokulasikan ke dalam
medium aktivasi eair SR m yang mengandung
inulin sebagai substrat 10 dan 20 g/L dan
diinkubasi pada suhu 30°C selama 48 jam pada
inkubator berpengocokdengankeeepatan 150rpm.
UjiAktivitasEnzimlnuJinfruktotraosferase
Sejumlah crude supematan 0,5 ml ditambah
0,5 mL 10% (blv) inulin, 20 mM asam. sitrat -
NaOHbufferpH 5,5. Inkubasi dilakukan selama 10
menit, pada suhu 650 C.Produk DFA ill yang
dihasilkan dalam reaksi enzim dideteksi dengan
KLT, menggunakan adsorben silika gel dengan
larutan pengembang eampuran n butanol-
isopropanol-air dan reagen pembentuk warna
anisa1dehida-~SO. dibandingkan dengan DFAm
standar dan analisis kuantitatif dengan metode
HPLC.(12)
BASIL DAN PEMBABASAN
Pengamatan ferm.entasi terhadap variasi
sumber karbon dengan penambahan yeast ekstrak
0.2 % dan menggunakan kultur koloni tunggal
strain Nonomuraea sp disajikan pada Tabel 1.
Aktivitas enzim yang diamati diperoleb dari
supernatan setelah pemisahan dari biomasa basil
fermentasi. Ekstraseluler enzim
inulinfruktotransferase dalam media fermentasi
dengan variasi sumber karbon tidak menunjukkan
adanya aktivitas enzim, kecuali sumber karbon
yang digunakan yaitu inulin. Sementara pada
medium yang menggunakan asam asetat sebagai
sumber karbon tidak terdeteksi adanya
pertumbuhanbakteri Nonomuraea sp sebingga
tidak terdeteksi adanya aktivitas enzim
inulinfruktotransferase.Untukpertumbuhan dalam
medium yang mengandung inulin sebagai sumber
karbon menunjukkan adanya .pertumbuhan
Nonomuraea sp yang sangat baik dengan pH 7.9.
dan basil pengujian menunjukkan aktivitas enzim
inulinfruktotransferase sebesar 14,6Unitl mL.
Tabel 1. Variasi Sumber Karbon Terhadap Aktivitas
Enzim Inulinfruktotransferase dengan yeast
ekstrak 0.2 glL.
Sumber
pH Pertumbuban
Aktivitas EnzimNo. Karbon IFf (Unit/mL)
I Inulin 7.9 +++++ 14.6
2 Pati 7.5 + T.A
3 Sukrosa 7.7 ++ T.A
4 Fruktosa 7.7 ++ T.A
5 Glukosa 7.9 +++ T.A
6 Maltosa 7.5 +++ T.A
7 Laktosa 7.4 +++ T.A
8 Xylosa 7.0 + T.A
9 Glyserol 7.4 + T.A
to As.Asetat 8.5 - T.A
Inulin .merupakan .sumber karbon terbaik
untuk produksi enzim inulinfruktotrasferase dati
Nonomuraea sp. Sementara penggunaan somber
karbon yang lain menunjukkan tidak terdeteksi
untuk. aktivitas enzim inulinftuktotransferase.
Dengan kata lain, sumber karbon selain inulin
kurang berpengaruh terhadap aktivitas enzim.
Inulin telah dilaporkan sebagai sumber karbon
yang.terbaik karena inulin menginduksi produksi
enzim. Medium variasi sumber nitrogen ( urea,
NH,.CI,NH,.N03dan ~)ZS04) dilakukan dalam
skala tabu kocok 250 mL. Volumemedia 50 mL
serta proses fermentasi pada suhu 30°C,
pengadukan pada ISOrpm, waktu inkubasi selama
48 jam telah dilakukan. Pengaruh variasi somber
inorganik:nitrogen dilakukan untuk menggantikan
yeast ekstrak yang disajikan pada Tabe12. Yeast
ekstrak mempakan somber nitrogen yang baik
untuk pertumbuhan mikroba, namun tidaklah
sesuai jib 4iaplikasikan di skala industri karena
harga yeast ekstrak sangat mahal, sementara harga
yang murah seperti asam sulfat, yang bisa
digunakan untuk produksi inulinfruktotransferase
dimana inulin dapat dipakai sebagai sumberkarbon
pada konsentrasi 10 gIL, sementara penggunaan
kadar inorganik:sebesar 5 dan 10 gIL. Kultivasi
dilakukan dengan menggunakan kondisi yang
sama seperti kultivasi dengan variasi sumber
karbon. Untuk variasi sumber in organik:nitrogen,
dari (NH")ZS04dengan kadar 5 gIL,kadar inulin 20
g/L menghasilkan aktivitas enzim
inulinfruktotransferase sebesar7,3 UnitlmL.
Tabel2. Pengaruh Garam Ammonium Terhadap Produksi
lnulinfruktotransferase dari Nonomuraea sp Tanpa
Penambahan Yeast Ekstrak Dalam Medium
No Sumber Nitrogen gll InuliD pfJ PertuDlbuhaD AktMtaslFf(gll) UDitlmL)
1 Urea 5 10 9.21 - 1.0
lO 10 9.44 - 0_1
5 20- 9.00 I - 0.9
10 20 9.28 - 0.1
2 N1-I4CI 5 10 5.20 ++ . 1.7
10 10 5.50 ++ 3.8
5 20 5.03 ++ 6.1
10 20 4.99 ++ 5.3
3 N1-I4N03 5 10 5.35 ++ 2.4
10 10 4.16 ++ 2.6
5 20 5.08 ++ 6.1
10 20 5.14 ++ 4.6
4 (NH4)2S04 5 10 5.11 ++ 4.2
10 10 5.45 ++ 4.3
.' 5 20- 5.35 ++ 7.3
10 20 5.51 +-+. 4.7
Pengaruh amonium sulfat ~)1S04 pada
konsentrasi 5 dan 10gILdan kadar inulin 10gIL.
menghasilka aktivitas enzim inulinfrukto-
transferase sebesar 4,2 dan 4,3 UnitlmL. Namun
bila dibandingkan dengan pemakaian urea sebagai
sumber nitrogen dalam media fermentasi,
menunjukkan. aktivitas inulinfruktotransferase
lebih keeil dari 1UnitlmL.Konsentrasi substrat dan
lama waktu reaksi juga mempengaruhi perolehan
rendemen. Semakin tinggi konsentrasi substrat dan
lama reaksi enzimatik akan semakin tinggi
rendemen. Pengaruh suhu terhadap produksi enzim
inulin fruktotransferase selama fermentasi 48 jam,
disajikanpadaTabel3.
Tabel3. Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Inulin Frukto-
transferase Dari Nonomuraea sp Selama 48 jam.
Suhu pH Biomasa Aktivitas EnzimNo ("C) (mL) IFf ( Unit/mL )
1 25 4.54 1.8 8.05
2 30 4.83 2.4 8.40
3 35 4.87 2.4 8.22
4 40 5.02 2.4 6.97
5 45 4.62 3.2 4.85
Proses produksi enzim inulin
fructotransferase yang dilakukan tanpa
penambahan yeast ekstrak dalam medium
fermentasi pada suhu 300Cmenunjukkan aktivitas
enzim inulin fructotransferase tertinggi sebesar
8.40 UnitlmL dibandingkan dengan pemakaian
suhu 40°dan 45°C. Pada suhu 45°Cmenunjukkan
terjadi penurunan aktivitas enzim inulin
fructotransferase.Pada proses fermentasi, aktivitas
mikroorganisma sangat dipengaruhi oleh suhu
lingkungan. Berbeda dengan pH dan komposisi
ion, suhu lingkungan barus sama dengan suhu
internal mikroorganisme. Suhu lingkungan
mempengarubi laju reaksi sel, sistemmetabolisme,
kebutuhan nutrisi dan komposisi sel.
Mikroorganisme biasanya tumbuh pada suatu
range pH tertentu, pada umumnya bakteri tumbuh
pada kisaran pH 4-8. Perubahan pH sedikit saja
akan mempengaruhi perubahan sistem
metabolisme secara signifikan, Oleh karena itu
diperlukan kontrol pH selama fermentasi. (13)
Pengaruhwak:tuinkubasi selamaproses fermentasi
berlangsung terhadap produksi enzim
inulinfruktotransferasedisajikanpada Tabel4.
Tabel 4. Pengaruh Waktu Inkubasi Terhadap produksi
Inulinfruktotransferase.
No Waktu pH Aktivitas Enzim 1FT(Jam) (Unit/rnL)
1 0 6.88 0
2 12 6.71 5.01
3 24 4.43 7.37
4 36 4.64 8.31
5 48 4.83 8.40
6 60 4.79 7.87
7 72 4.79 7.69
Proses produksi enzim secara fermentasi
pada umumnya dilakukan melalui beberapa tahap,
hal ini terutama disebabkan oleh karena faktor
faktor yang diperlukan untuk pertumbuhan
optimum mikroorganisma dapat berbeda dengan
produksi enzim antara lain yaitu lamanya wak:tu
inkubasi. Pada sistim ini dapat diamati adanya
empat tipe fasa pertumbuhan mikroorganisma
yaitu fasa lag (adaptasi ), fasa log ( pertumbuhan
dipercepat ), fasa stationer dan fasakematian. Hasil
pengamatan menunjukkan aktivitas enzim
imilinfruktotransferasepadawaktu inkubasi 48jam
. sebesar 8,40 UnitlmL pada pH 4,8 ini
merupakan aktivitas enzim optimum pada 48 jam
fermentasi.Namunsetelah lebih dari 48 jam waktu
inkubasi terjadi penurunan aktivitas enzim
inulinfruktotransferase yaitu pada waktu inkubasi
60 dan 72 jam yaitu sebesar 7,87 dan 7,69 Unitl
mL. Penurunan aktivitas enzim. setelah 72 jam
fermentasi dapat disebabkan karena ketersediaan
nutrisi dalam medium berkurang atau enzim
mengalamikatabolikrepresi.
KESIMPULAN
Formulasi medium merupakan tahap yang
penting yang dipedukan untuk pertumbuhan
optimumNonomuraea sp. Nutrisi yang diperlukan
untuk pertumbuhan dan produksi enzim adalah
sumber karbon, nitrogen dan mineral. Selama
proses fermentasi berlangsung enzim
inulinfruktotr&nsferase dapat dihasilkan dengan
kondisi yang diperoleh pada suhu 30° C, wak:tu
inkubasi 48 jam, dengan sumber karbon inulin
sebesar 20 g/L, sumber nitrogen (NH..>:~SO4 5 gIL
dengan medium tanpa yeast ekstrak diperoleh
aktivitas enzim inulinfruktotransferase sebesar 7,3
UnitlmL..Namunjika dalammedium ditambahkan
yeast ekstrak sebesar 0.2 gfL dengan sumber
karbon inulin maka diperoleh aktivitas enzim
inulinfruktotransferase sebesar 14,6UnitlmL.
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